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Reaktywne formy tlenu i zaburzenia metabolizmu mitochondrialnego w opornosci komorek

przewleklej bialaczki szpikowej na dzialania inhibitoréw kinaz tyrozynowych

Przewlekta bialaczka szpikowa nalezy do grupy nowotworéw mieloproliferacyjnych
charakteryzujacych sie niekontrolowany wzrost komorek szpiku na réznych etapach. Obecnos¢
onkoproteiny BCR-ABL przyczynia si¢ do niestabilnosci genomowej, genetycznej dywersyfikacji,
ekspansji klonalnej oraz selekcji. Mechanizmy te skladajg si¢ na zlozony mechanizm ewolucji
klonalnej, ktdrej przebieg wigze si¢ ze stopniem zaawansowaniem choroby. Odkrycie ponad 20 lat
temu swoistych inhibitoréw kinazy tyrozynowej BCR-ABL zrewolucjonizowato leczenie pacjentow
z przewlekla biataczka szpikowa. Skutecznos¢ leczenia pacjentéw i rokowanie ulegly znacznej
poprawie, a postep w stosowaniu inhibitoréw kinazy tyrozynowej trwa. Istotnym elementem badan o
charakterze terapeutycznym jest nie tylko poszukiwanie nowych inhibitorow jak drugiej generacji w
porownaniu do imatinibu, lecz réwniez ciggla ocena skutecznosci leczenia, w tym poszukiwanie

potencjalnych mechanizméw indukujacych oporno$¢ komorek przewlektej biataczki szpikowe;.

W zakres poznawczy powyzszych, aktualnych badan wpisuje sie¢ tematyka recenzowanej pracy
doktorskiej tj. roli stresu oksydacyjnego w wytworzeniu opornosci komoérek przewleklej biataczki
szpikowej na imatininb. Praca doktorska mgr Sylwestra Glowackiego zostala wykonana pod
kierunkiem prof. dr hab. Tomasza Sliwinskiego i udziatem dr Eweliny Synowiec w roli promotora
pomocniczego w Katedrze Genetyki Molekularnej Instytutu Biochemii Uniwersytetu Lodzkiego.
Uktad rozprawy doktorskiej jest o prawidlowy o strukturze tradycyjnej dla prac doswiadczalnych. W

ponizej recenzji odniostem sie do jej poszczegolnych czesci (rozdziatow):

Czes$¢ teoretyczna
W rozdziale tym, mgr Sylwester Gtowacki w sposob syntetyczny w nawigzaniu do prowadzonych

badan, wprowadza czytelnika w zakres tematyczny i cel pracy. W pierwszej czesci Doktorant



omawia podloze genetyczne chronicznej biataczki szpikowej jako skutek translokacji
chromosomowej z omoéwieniem struktury chromosomu Philadelphia oraz aktywnoscig domen
funkcjonalnych w obrebie biatka BCR-ABL. Cze$¢ druga wprowadzenia to przeglad strategii
terapeutycznych stosowanych od poczatku XX wieku tj. bulsulfan jako czynnik alkilujgcy DNA,
hydroksymocznik jako inhibitor reduktazy rybonukleotydowej, terapie jedno- lub wielolekowe
oparte na interferonie alfa oraz inhibitory kinaz tyrozynowych Il generacji. Szczegdlng uwage,
zgodnie z tematyka pracy, mgr Sylwester Glowacki poswieca na imatinib jako inhibitor kinaz
tyrozynowych, z uszczegdtowieniem mechanizmdéw opornosci na lek na poziomie cytogenetycznym
1 molekularnym. Doktorant omawia rowniez metabolizm reaktywnych form tlenu w kontekscie
potencjalnej strategii terapeutycznej z wykorzystaniem dodatkowych obok imatinibu induktoréw
apoptozy. Zagadnienie to nawigzujac do tematyki pracy, stanowi posrednio uzasadnienie podjetej
pracy naukowej. W czesci teoretycznej pracy Autor wykorzystat aktualne informacije opublikowane
na tamach prestizowych czasopism naukowych z obszaru tematycznego rozprawy. W tym punkcie
recenzji mam pytanie do Doktoranta dotyczace wyjasnienia zaleznosci pomig¢dzy opornoscig na
imatinib w przebiegu przewleklej biataczki szpikowej, produkcjg RFT, a rolg STATS i
nieprawidlowosciami szlaku biatka p53. Prosze rowniez o rozwiniecie zgadnienia zwigzanego z

zastosowaniem interferonu alfa, a zmniejszeniem wykrywalnosci chromosomu Philadelphia (str. 23).

Uzasadnienie i Cel pracy

Cel pracy sformuowany jest w sposob klarowny i jednozanczny. Na zadanie to majgce na celu
okreslenie roli reaktywnych form tlenu i zaburzen metabolizmu mitochondrialnego w wytworzeniu
opornosci komorek przewleklej biataczki szpikowej na imatinib, sktadajg sie cele szczegotowe. Cele
te zostaly osiggniete poprzez szereg oznaczen tj. fizologicznych i indukowanych poziomow RFT,
uszkodzen DNA, aktywnosci i form GSH, GPx, katalazy, dysmutazy ponadtlenkowej, potencjatu
mitochondrialnego oraz liczby kopii i uszkodzen mtDNA. Podjecie realizacji celu rozprawy
doktorskiej zostalo uzasadnione stosownym odniesieniem do danych literaturowych dotyczacych
charakterystyki oznaczonych w pracy parametrow/bialek i ich potencjalnego zwigzku z rozwojem

lub progresja chorob nowotoworowych oraz lekoopornoscia.

Materialy i Metody

Badania naukowe przeprowadzono na czterech, zdefiniowanych i prawidtowo dobranych liniach
komorkowych, co umozliwito uprawione wnioskowania na podstawie uzyskanych wynikow tj.
niebialaczkowe komorki kontrolne 32D P, biataczkowe komérki 32D BA Si 32 BA R, odpowiednio
wrazliwe 1 wykazujgce pierwotng opornos¢ na imatinib oraz 32 BA AR charakteryzujgce sie

opornosciag nabyta na badany inhibitor. Doktorant wykorzystat w badaniach m in. zestawy



komercyjne w ramach poszczegélnych oznaczen okreslonych w celach szczegotowych rozprawy z
odno$nikami literaturowymi do protokotéw. Podstawy teoretyczne oznaczen zostaly zobrazowane
schematami, jednak w niektérych opisach brak jest informacje dotyczacych stezen, czy iloSci
komorek uzytych w doswiadczeniach. Informacje te, jako mimo wszystko podstawowe, powinny by¢
uwzglednione w opisie metody, w tekscie rozprawy. Uwaga ta nie wptywa na warto$¢ merytoryczng
pracy. Dobor metod uwazam za prawidtowy, a sugestie zwigzane z ich opisem nalezatby uwzglednic¢

jako generalne, przygotowujgc opis metod w ramach publikacji.

Wyniki

Doktorant w usystematyzowany sposob zinterpretowal wyniki prac doswiadczalnych odnoszgc sie
do kolejnych etapow badan. Pod kgtem graficznym, jedynie nie tyle jakos¢, co wielkos¢ obrazow
mikroskopowych (Ryc.12) powinna by¢ wieksza, co ulatwitoby obserwacje roznic w wielkosci i
jednorodnosci poszczegolnych populacji linii komorkowych uzytych w pracy. Ponadto, obrazy te
moglyby by¢ podstawg do analiz ilosciowych z wykorzystaniem darmowych narzedzi graficznych
dedykowanych do badan biologicznych jak oprogramowanie imagel. Wnioskowanie na podstawie
uzyskanych wynikdéw jest rozwaznie na podstawie rycin uwzgledniajacych analizg statystyczng
danych doswiadczalnych. Analiza ekspresji BCR-ABL1 na poziomie RNA oraz biatka wykazata
oczekiwane réznice pomigdzy zastosowanymi w pracy liniami komoérkowymi, co potwierdzito
zasadnos¢ ich wyboru. Podobnie, badania dotyczace wrazliwosci linii komorkowych na imatinib
wskazaty na opornos¢ 32D P, 32 BA R oraz 32 BA AR. Zaobserowowano, iz komorki
transformowane onkogenem BCR-ABLI1 charakteryzuje wzrost produkcji endogennych RFT
zarowno w warunkach kontrolnych, jak i symulujgcych egzogenny stres oksydacyjny. Efekt ten byt
modulowany w obecno$ci imitanibu, o ktérego szczegdtowe wyjasnienia prosze podczas obrony
rozprawy doktorskiej. Najwyzszy poziom uszkodzen DNA zaobserowano w komorkach
transformowanych BCR-ABL1 wrazliwych na imitanib w obecnosci inhibitora zwlaszcza w
warunkach kontrolnych. Istotnym wynikiem badan sg rdznice w poziomie catkowitego GSH oraz
aktywnosci katalazy oraz dysmutazy ponadtlenkowej zaleznej od wrazliwosci badanych linii
komorkowych na imitanib oraz ich transformacji onkogenem BCR-ABL1 w warunkach kontrolnych
oraz symulujgcych egzogenny stres oksydacyjny. Wnioski plynace z powyzszej czesci badan
wskazujg na ztozonos$¢ zjawiska i tutaj w $wietle uzyskanych wynikow mam pytanie dotyczace
mozliwosci 1 zasadnosci wykorzystania modulacji RFT jako strategii wspomagajacej dziatanie
chemioterapetykow. W badaniach potenciatlu blonowego mitochondridow zaobserowano jego
obnizenie wraz z rozwojem opornosci pierwotnej jak i nabytej w poréwnaniu do kontroli, spadek

liczby kopii oraz uszkodzen mtDNA.
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Dyskusja i Podsumowanie

W tej czgscei pracy Doktorant odnosi si¢ krytycznie to uzyskanych w ramach pracy wynikow badan
naukowych, konsekwentnie do poszczegdlnych jej etapow, w zestawieniu do aktualnych danych
literaturowych m in. rozbieznosci w badaniach genetycznych i biochemicznych. Swiadczy to o jego
dojrzatosci naukowej. Podsumowanie graficzne czesci doswiadczalnej systematyzuje nowg wiedze

wytworzong w ramach rozprawy 1 wskazujg na wielowatkowos¢ podjetej tematyki badan.

Odnoszac si¢ to catosci pracy pod katem edytorskim i stylistycznym, Doktorant stosuje stownictwo
naukowe adekwatnie do omawianych zagadnien, jednak z funkcji recenzenta zwracam uwage na
stosowanie potocznych okreslen, skrétow myslowych oraz miejscami stylu ktory utrudnia
zrozumienie tresci. W pracy wystepuja tez nieliczne bledy natury edytorskie. Ponizej przedstawiam
zestawienie powyzszych bleddéw, ktére nie wplywajg na wartos¢ merytoryczng pracy: .,zrost
stezenia™; str. 25, ,,poziomie zaawansowania ich roznicowania”, str. 26, ,,po przeniesieniu do
warunkow in vitro”; str. 28, niedokonczone zdanie ,,Z drugiej strony wyniki te ...”; str. 28, o ile u
stwierdzono u”, str. 29, tabela 1 powinna by¢ na jednej stronie, staranniej sformatowana, wers drugi
tabela 1 ,,moze by¢ przezwyci¢zona™ (dotyczy mutacji), wers czwarty tabela 1 ,.bezsilna wobec tej
mutacji” (dotyczy inhibitora), ,,r6znig si¢ dokladnym miejscem wigzania” str. 31, ,jeszcze
catkowicie oporne” str. 32, ,.dociekania do roli RFT™, str. 33, , komdrki biataczkowe ro6znig si¢ od
normalnych”, str. 34, ,eksperymenty o ile nie zaznaczono inaczej przeprowadzono w trzech
egzemplarzach”, str. 59, ,w funkcji uzytego stezenia™, opis Ryc. 16, .,ilos¢ zakumulowanych

uszkodzen DNA?”, str. 66, ,,wyksztatcenie si¢ opornosci™, str. 81.

Podsumowujac stwierdzam, ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska Pana mgr
Sylwestra Glowackiego pt. Reaktywne formy tlenu i zaburzenia metabolizmu mitochondrialnego w
opornosci komorek przewleklej bialaczki szpikowej na dzialania inhibitorow kinaz tyrozynowych
stanowi oryginalne rozwigzanie problem naukowego i spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy z
dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z pdzn.zm). Rozprawa doktorska prezentuje ogdlng wiedze¢
teoretyczng Kandydata w dyscyplinie nauk biologicznych oraz umiejetnos¢ samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej. Wnosz¢ do Komisji Uniwersytetu L.odzkiego ds. stopni naukowych w
dyscyplinie nauki biologiczne o przyjecie rozprawy 1 dopuszezenie Pana mgr Sylwestra

Glowackiego do dalszych etapow przewodu doktorskiego.




